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摘要: 探讨熊胆对二乙基亚硝胺 (diethylnitrosamine, DEN) 诱发大鼠肝癌的影响。将大鼠随机分为正常组、
模型组及熊胆两个剂量组 (200、400 mg·kg−1, 灌胃 18 周, 每周 5 次)。DEN 诱发肝癌, 用熊胆粉干预。实验观
察了体重等一般情况, 检测肝功能, HE 染色观察肝组织病理改变, 免疫组化检测肝组织中增殖细胞核抗原 
(PCNA) 和平滑肌动蛋白 (α-SMA)。结果显示: 4 周后正常组体重高于其他各组 (P < 0.01), 熊胆两组均高于模 
型组 (P < 0.05); 除正常组外, 其余各组谷丙转氨酶、总胆红素显著升高, 但熊胆两组显著低于模型组; 模型组呈
典型肝硬化、肝癌改变, 熊胆两组肝硬化程度较轻、癌组织分化较好; 模型组高表达 PCNA 和 α-SMA, 熊胆两  
组较模型组弱, α-SMA 减少具有显著意义。实验提示: 熊胆在一定程度上抑制了 DEN 诱发肝癌的进程, 可能与
抑制肝星状细胞活化并减轻肝损害、肝硬化有关。 
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Abstract: To investigate the influence of bear bile on rat hepatocarcinoma induced by diethylnitrosamine 
(DEN), a total of 40 rats were randomly divided into 4 groups: normal control group, model group, and two bear 
bile treatment groups.  The rat liver cancer model was induced by breeding with water containing 100 mg·L−1 
DEN for 14 weeks.  The rats of the bear bile groups received bear bile powder (200 or 400 mg·kg−1) orally    
5 times per week for 18 weeks.  The general condition and the body weight of rats were examined every day.  
After 18 weeks the activities of serum alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST) and total bili-
rubin (TBIL) were detected.  Meanwhile, the pathological changes of liver tissues were observed after  H&E 
staining.  The expression of proliferative cell nuclear antigen (PCNA) and α-smooth muscle actin (α-SMA) in 
liver tissue were detected by immunohistochemical method.  After 4 weeks the body weights of rats in   nor-
mal group were significantly more than that in other groups (P < 0.05); and that in the two bile groups was sig-
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nificantly more than that in the model group.  Compared with normal group, the level of serum glutamic- py-
ruvic transaminase and total bilirubin increased significantly in other groups; compared with model group, these 
two indexes decreased significantly in two bile groups.  Hepatocellular carcinoma occurred in all rats  except 
for normal group; there were classic cirrhosis and cancer in model group while there were mild cirrhosis and high 
differentiation in two bile groups.  There were almost no expressions of PCNA and α-SMA in normal group 
while there were high expressions in model group; the two bile groups had some expressions but were  inferior 
to the model group, and α-SMA reduced markedly.  It indicated that bear bile restrained the development of liver 
cancer during DEN inducing rat hepatocarcinoma, which may be related to its depressing hepatic stellate cell ac-
tivation and relieving hepatic lesion and cirrhosis. 
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药品与试剂  二乙基亚硝胺 (diethylnitrosamine, 
DEN, 纯度  > 0.99 g·mL−1, Sigma 公司), 临用前配成
100 mg·L−1 DEN溶液, 避光存放, 隔日更换; 熊胆粉 
(批号: 20100809, 福建归真堂有限公司) 为不规则细
颗粒、粉末或碎片, 质松脆, 透明光亮, 黄色至深棕
色, 呈玻璃样光泽, 主要有效成分为牛磺熊去氧胆 
酸, 含量为 44.2%; 谷丙转氨酶 (ALT)、谷草转氨酶 
(AST) 酶速率法试剂盒以及总胆红素 (TBIL) 重氮
法试剂盒均购自罗氏公司 ; 兔抗增殖细胞核抗原 
(PCNA) 抗体购自北京博奥森生物技术有限公司 ; 
兔抗平滑肌动蛋白 (α-SMA) 抗体购自 DenmakDako
公司; 兔抗免疫组化试剂盒为欣博盛生物公司产品。 
实验动物分组及给药方法  清洁级SD大鼠40只, 
雄性, 体重 (150 ± 19.8) g, 由厦门大学医学院实验动
物中心提供, 生产许可证号: SCXK (闽) 2008-0001。
所有动物分笼饲养, 适应环境 3 d。 
正常对照组 10只, 正常自由饮水; 模型组、熊胆
低剂量组和熊胆高剂量组, 每组 10只, 均给予新鲜配
制的 100 mg·L−1 DEN 代替饮水, 自由饮用, 相当于
每天摄入 DEN 2 mg, 至 14周改为正常饮水[9]。同时, 
熊胆低剂量组 200 mg·kg−1和高剂量组 400 mg·kg−1给
予熊胆粉混悬液灌胃, 每周 5次, 共 18周; 正常对照
组、模型组给予等量生理盐水灌胃; 各组灌胃方法及
间隔时间相同。 
取材及固定  实验第 18 周末, 用乙醚麻醉各组
大鼠。从腹主动脉取血 4 mL, 离心 (3 000 r·min−1,   
2 min), 取血清, 于  −20 ℃冰箱内冻存。动物处死后 
均剖开腹腔, 剪取整个肝脏, 记录一般情况及表面癌
结节数。统一取结节处、结节周围及远离结节处共   
3块标本, 均为 1 cm × 1 cm × 1 cm大小, 标本照相留
存, 全部标本在 10% 甲醛溶液中固定。 
血清生化指标的检测  血清 ALT、AST 活性检
测采用酶速率方法, TBIL含量检测采用重氮法。使用
罗氏 MODULAR P800全自动生化分析仪, 按照罗氏
原装试剂盒说明书操作。 
组织病理检查  肝组织固定后常规行脱水、透
明、浸蜡, 然后石蜡包埋, 制备成 5 μm厚的切片, HE
染色, 常规组织学检查。 
免疫组化染色及结果判定  组织切片厚 4 μm, 




PCNA 染色阳性为细胞核着色, α-SMA 染色阳 
性为胞质呈清晰棕黄色颗粒, 染色明显高于背景为





准: 不着色为 0 分, 浅黄色为 1 分, 黄色为 2 分, 棕 
黄色为 3分。阳性细胞所占比例评定标准: 阳性细胞
数  < 5% 为 0分; 6%～25% 为 1分; 26%～50% 为 2分; 
51%～75% 为 3 分; > 75% 为 4 分。两种评分的乘积, 
0～1分为阴性 (−), 2～3分为弱阳性 (+), 4～5分为
中度阳性 (++), > 5分为强阳性 (+++)。 
统计学处理  计量资料用 x ± s 表示, 采用单因
素方差分析进行检验, 等级资料采用秩和检验。结果
采用统计软件 SPSS 18.0进行处理。 
 
结果 
1  动物一般情况 
正常对照组大鼠进食、饮水, 喜活动, 背毛柔顺、
有光泽, 无死亡。4 周后, 模型组和熊胆组大鼠背毛
比较凌乱、精神萎靡、活动和食欲减少。实验过程中
各组大鼠体重均有增加, 4 周后正常组的体重增加显
著高于模型组和熊胆组 (P < 0.01), 熊胆两组体重增
加均明显高于模型组 (P < 0.05); 熊胆高、低剂量组
间比较差异无统计学意义 (P > 0.05), 见图 1。14 周 
后, 模型组死亡 2 只, 死亡率为 20%, 其中 1 只因肝
癌恶液质伴大量腹水死亡, 另 1只因肝癌破裂出血死
亡; 熊胆低剂量组死亡 1 只, 死亡率 10%, 因肝癌恶
液质伴大量腹水死亡。 
2  肝功能结果   
第 18周肝功能结果显示: 与正常对照组比较, 模
型组大鼠的 ALT、AST、TBIL均明显升高 (P < 0.05); 
与正常组比较, 熊胆两组的 ALT、TBIL均明显升高, 
但 AST 升高不显著 (P > 0.05); 与模型组比较, 熊胆
两组的 ALT、TBIL均显著下降 (P < 0.05), 熊胆高剂
量组的 AST亦显著下降; 但熊胆高、低剂量组间比较, 
肝功能指标差异无统计学意义 (P > 0.05)。见表 1。 
 
 
Figure 1  The animals’ body weight of the different groups 
 
3  病理改变 
除正常对照组, 其余各组大鼠全部诱发出肝癌。






叶结构完整, 肝细胞索排列整齐, 细胞核清晰 (图
2A); 模型组可见肝细胞排列紊乱、肝细胞弥漫性变
性, 较多灶状、片状坏死, 汇管区纤维组织明显增生, 
纤维间隔较粗、伸入肝组织内, 肝癌细胞梁状排列、 
 
Table 1  Liver function indexes of rats at the end of 18 weeks ( x ± s).  ALT: Alanine transaminase; AST: Aspartate transaminase; 
TBIL: Total bilirubin.  (n): Death numbers of rats.  *P < 0.05 vs control group; △P < 0.05 vs model group 
Group n ALT/u·L−1 AST/u·L−1 TBIL/μmol·L−1 
Control 10 54.83 ± 5.70 199.37 ± 11.64 1.73 ± 0.38 
Model 8 (2) 142.73 ± 15.59* 299.17 ± 38.84* 6.07 ± 1.86* 
Low-dosage bear bile (200 mg·kg−1) 9 (1) 101.70 ± 22.17*△ 253.90 ± 35.31 3.86 ± 1.15*△ 
High-dosage bear bile (400 mg·kg−1) 10 95.47 ± 16.61*△ 207.60 ± 35.31△ 2.75 ± 0.62*△ 
 
 
Figure 2  HE staining micrographs of liver below (×200).  A: Control; B: Model; C: Low-dosage bear bile; D: High-dosage bear bile 
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异型、病理性核分裂 (图 2B); 而熊胆两组可见肝细
胞变性、坏死较模型组轻, 汇管区纤维组织增生较轻, 
纤维间隔较细, 肝癌细胞排列相对有序 (图 2C, D)。 
4  PCNA和 α-SMA表达 
4.1  PCNA 表达  正常对照组的组织中几乎未见
PCNA阳性细胞 (图 3A上), 模型组大部分肝细胞核
呈 PCNA 阳性表达 , 在增生的纤维组织中高表达  
(图 3B上, 箭头处), 而熊胆组 PCNA表达较模型组弱 
(图 3C, D上)。但经统计学检验, 模型组与熊胆两组
间并无显著性差异 (P > 0.05) (表 2)。 
4.2  α-SMA 表达  正常对照组 α-SMA 在肝小叶中
央静脉壁有少量阳性表达, 汇管区的各种血管壁阳
性表达, 肝细胞间无阳性细胞 (图 3A下)。模型组大
量肝星状细胞 (HSC, α-SMA) 在增生的纤维组织及
间隔内弥漫分布, 实质内散在分布 (图 3B下)。熊胆
两组 HSC 的分布与模型组相似, 但细胞的数量明显
减少 (图 3C, D 下)。经统计学检验, 模型组 α-SMA
的表达高于熊胆组 (P < 0.05), 而熊胆两组间并无显
著性差异 (P > 0.05) (表 2)。 
 
Table 2  Comparison of proliferative cell nuclear antigen (PCNA) 
or α-smooth muscle actin (α-SMA) in different groups.  (n): 
Death numbers of rats.  Comparison of PCNA among these three 
groups, P > 0.05; Comparison of α-SMA among these three groups, 
P < 0.05; Comparison of α-SMA between two bile groups, P > 0.05 
Group n 
PCNA α-SMA 
− + ++ +++ − + ++ +++
Model 8 (2) 0 2 2 4 0 1 2 5 
Low-dosage bear bile 9 (1) 0 3 3 3 1 4 3 1 











其整个过程包括中毒损伤−增生硬化−癌变 3 个阶段, 
病理类型典型, 与人类原发性肝癌发生发展过程相

















组肝癌结节数量较少、直径较小, 罕有大结节, 镜下 
 
 
Figure 3  Expression of PCNA above and α-SMA below by immunocytochemistry staining in different groups (×400).  A: Control; B: 
Model; C: Low-dosage bear bile; D: High-dosage bear bile 




































作者前期研究证实熊胆通过抑制 HSC 活化, 抑
制HSC分泌各种细胞因子, 促进T细胞增殖, 达到抑
制 HSC 的免疫学抑制活性, 增强机体免疫系统的效
应功能[8]。HSC 激活的主要标志物是 α-SMA, 本文 
发现正常对照组 α-SMA 呈低表达, 模型组高表达, 
熊胆两组也有一定量的表达, 但显著低于模型组。提
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